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DERLEME 


ÖZET 


Sepsis, infeksiyonlara bağlı morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenlerinden biridir. Geleneksel kan kültürü yön- 
temleri, sepsis tanısında uzun zamandır altın standart referans yöntem olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber, 
geleneksel yöntemlerde patojen mikroorganizmaların tanımlanma süresinin uzun olması, duyarlılığının düşük olması 
ve sık tekrarlanma ihtiyacı gibi birçok kısıtlılık vardır. Bu nedenle, moleküler yöntemler, sekanslama teknolojileri, na- 
nopartiküller, mikroakışkan sistemler, biyosensörler ve yapay zekâ algoritmaları sepsis tanısında kullanılmaya başlan- 
mıştır. Bu derlemede özellikle tam kan numunesi üzerinden etken mikroorganizmanın hızlıca tanımlanmasına yönelik 
geliştirilen moleküler yöntemler ve bu yöntemlere dayalı olarak geliştirilen ticari testler ele alındı. 

Anahtar Kelimeler; moleküler yöntemler, sepsis, tanı 


ABSTRACT 


Sepsis is one of the leading causes of morbidity and mortality due to infections. Traditional blood culture methods have 
long been accepted as the gold standard reference method for diagnosing sepsis. However, conventional methods have 
many limitations, such as the long identification period of pathogenic microorganisms, low sensitivity, and the need 
for freguent repetition. Iherefore, molecular methods, seguencing technologies, nanoparticles, microfluidic systems, 
biosensors, and artificial intelligence algorithms have been used to diagnose of sepsis. This review will discuss molecular 
technigues for rapidiy identifying the causative microorganism, especially on whole blood samples, and commercial 
tests developed based on these molecular methods. 
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GIRI 

ye karşı konak immün yanıttaki disregülasyona bağlı gelişen organ fonksiyon bozukluğu olarak ta- 
nımlanır ve infeksiyonlara bağlı morbidite ve mortalitenin önde gelen nedenlerinden biridir (1). Hastaneye yatırılan 
hastalardaki sepsis prevelansı yaklaşık 966 iken mortalite oranları 9010-20 arasındadır. Morbidite ve mortalitesi yüksek 
olan bu infeksiyon acilinin prognozunda erken tanı ve tedavi kritik öneme sahiptir (2). Geleneksel kan kültürü yöntem- 
leri sepsis tanısında uzun zamandır altın standart referans yöntem olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber; patojen 
mikroorganizmanın tanımlanma süresinin uzun olması, duyarlılığının düşük olması, sık tekrar edilme ihtiyacı, test 
için gerekli numune ihtiyacının fazla olması, antibiyoterapi sonrası yüksek oranlarda yalancı negatiflik saptanması ve 
antisepsi işlemi gibi preanalitik değişkenlerin fazla olması bu yöntemin başarısını düşüren önemli kısıtlılıklardır (3-5). 


Sepsisin erken tanısı için geliştirilen “systemic inflammatory response syndrome” (SIRS), “seguential organ failure 
assessment” (SOFA), “guick sepsis-related organ failure assessment” (9gSOFA), “national early warning score” (NEWS), 
“modified early warning scoring” (MEWS) gibi skorlama sistemleri sepsis prognozunu tahmin etmede faydalıyken erken 
teşhis konusunda katkıları yetersizdir (3). Günümüzde sepsis tanısı için C-reaktif protein (CRP), prokalsitonin, presepsin, 
interlökin-6, nötrofil CD64, kalprotektin, lipopolisakkarid bağlayıcı protein ve mikro ribonükleik asit (miRNA ler 
başta olmak üzere 250'den fazla serum sepsis biyobelirteci tanımlanmıştır. Ancak bu biyobelirteçlerden hiçbiri geniş 
tabanlı olma ve hızlı tanımlama, minimal invaziflik ve yüksek duyarlılık ve özgüllük gibi ideal özelliklerin tümünü 
birlikte karşılayamamaktadır (5,6). Bu nedenle ideal sepsis tanı testinin geliştirilmesine yönelik çalışmalar tüm hızıyla 
devam etmektedir. Mikroakışkan sistemlerin optimize edilmesiyle hasta başında kolayca uygulanabilen “lab-on a chip' 
teknolojilerinin geliştirilmesi, biyosensörlerle hızlı ve özgül tanımlamaların yapılabilmesi, yeni sekanslama yöntemlerinin 
geliştirilerek farklı moleküler yöntemlerle birlikte kullanılması ve yapay zekâ algoritmalarının tanısal tetkiklere entegre 
edilmesi sepsisin erken tanısında umut verici sonuçların elde edildiği alanların başında gelmektedir. Bu derlemede 
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ise özellikle tam kan numunesi üzerinden patojen mikroorganizmanın 
hızlıca tanımlanmasına yönelik geliştirilen moleküler yöntemler ile 
sepsis ve SIRS ayrımı için geliştirilen “-omic” teknolojileri ele alındı. 


SEPSİS TANISINDA PATOJEN ||| | 
MİKROORGANİZMALARIN TESPİTİ İÇİN 
GELİŞTİRİLEN YÖNTEMLER 


Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon İyonizasyon 
Uçuş Süresi Kütle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS) 
Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon uçuş süresi kütle spekt- 
rometrisi (MALDI-TOF MS), mikroorganizmalar tarafından üretilen 
türe özgü benzersiz protein profilini tanımlamaya yönelik geliştirilen 
bir yöntemdir. Peptit kütle parmak izi tanımlaması olarak da bilinen 
MALDI-TOF MS'in bakteri ve mantarların tanımlanmasında kullanımı 
Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi (U.S. Food and Drug Ad- 
ministration - FDA) tarafından onaylanmıştır (7). Bu yöntem ile kültürde 
üretilen bakteri kolonisi, molekülleri iyonize eden kimyasal bir matriks 
ile karıştırılır ve sonrasında lazer ışınlarıyla buharlaştırılır. Havalanan 
bu moleküllerin, saptayıcıya kadar uçtuğu sürede geçen zamanın tespit 
edilmesiyle moleküllerin kütle parmak izi tanımlanır (8). Mikroorganiz- 
maları 9695-98 oranıyla doğru bir şekilde tanımlayabilmektedir. Bununla 
beraber; Escherichia coli ile Shigella spp. ve de Acinetobacter baumannii 
ile Acinetobacter calcoaceticus ayrımını doğru şekilde yapamamakta- 
dır. En önemli dezavantajı ise mikroorganizmaların kültürde üretilme 
gereksinimidir. Bununla beraber, geleneksel kan kültürü yöntemleriyle 
karşılaştırıldığında etken tanımlama süresini 6-12 saat kadar kısaltabil- 
mektedir (9,10). MALDI-TOF MS ile enzimatik mekanizmalarla ilişkili 
spektral piklerin değerlendirilerek antimikrobiyal direncin tespitine yö- 
nelik yapılan bazı çalışmalar olsa da direnç tespiti standardize edilmediği 
için henüz rutin kullanıma girmemiştir (11,12). Bu konuda yapılan bir 
derlemede ise MALDI-TOF MS yönteminin Enterobacteriaceae üyele- 
rinde karbapenem direncini genotipik olarak saptamada oldukça yüksek 
tanısal doğruluğa sahip olduğu bildirilmiştir (13). 


Direkt MALDI-TOF MS 

Bu yöntemde, mikroorganizma tanımlama süresini kısaltabilmek için 
etkenin besiyerinde üretilmesini beklemeden, pozitif sinyal veren kan 
kültürü sıvılarından doğrudan MALDI-TOF MS ile tanımlama yapılır. 


| ÖNE ÇIKANLAR 


» Proteomik (MeMed BV9) ve transkriptomik (Septicyte Rapid, 
Triverity'M) yaklaşımlardaki gelişmelerle, sepsis ile SIRS ayrımı az 
miktarda numuneyle (0.1-2.5 ml kan), hızlı (15-60 dk) ve başarılı bir 
şekilde sağlanabilmektedir. 


» Mikroorganizmalara ait mikrobiyal hücresiz DNA'nın tam kandan “sho- 
tgun” metagenomik sekanslanma yoluyla tespiti (Karius Test), standart 
kan kültürü yöntemleriyle üretilemeyen veya zor üretilen patojenlerin 
hızlı (24-48 saat) bir şekilde kantitatif olarak tanımlanmasını sağlar. 


Dijital PCR ile yüksek çözünürlüklü erime analizinin mikroakışkan 
sistemde birleştirildiği yöntem (U-dHRM) ile yenidoğan sepsisi iliş- 
kili 37 bakteri, <0.1 ml periferik kandan dört saat içerisinde 9099.9 
duyarlılıkla kantitatif olarak tespit edilebilir. 


* Yüksek verimli 3D partikül sayma sisteminin mikroakışkan çip üzerinde 
kullanıldığı yöntemde (1C-3D), tanımlanan mikroorganizmalardan bir 
saat içerisinde, tek hücre hassasiyeti ile (90100 duyarlılık ve özgüllükle) 
direnç geni tespiti yapılabilir. 
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Tanısal duyarlılığı, insan hücresel proteinlerinin varlığı nedeniyle dü- 
şüktür (7). Bu sebeple, insan hücresel proteinlerini ortadan kaldırabilen 
kitler geliştirilmiştir. Bu sayede Gram-negatif bakterilerde başarılı (9066- 
100) bir tanımlama yapılabilirken; Gram-pozitif bakteriler ve mayalarda 
yeterli (96017-100) düzeyde tanımlama sağlanamamıştır. Ek olarak, poli- 
mikrobiyal infeksiyonları tanımlamada da yetersiz performansa sahiptir 
ve FDA onayı yoktur (7,14,15). 


Kısa İnkübasyonlu MALDI-TOF MS (si-MALDI-TOF) 

Direkt MALDI-TOF MS yöntemi ile ortaya çıkan düşük tanısal perfor- 
mansı artırabilmek için mikroorganizma kolonilerinin 3-6 saat içeri- 
sinde izole edildiği ve sonrasında MALDI-TOF MS ile tanımlandığı bir 
yöntemdir (7). Mikroorganizmaları tanımlamadaki duyarlılığı 9073 ila 
96100 arasındadır (16). Bu yöntem de polimikrobiyal infeksiyonları ta- 
nımlamada yetersizdir ve FDA tarafından henüz onaylanmamıştır (17). 


Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCRYMALDI-TOF MS 
PCR uygulaması sonrasında kütle spektrometrisi tespitini içeren yeni 
yöntemlerle bakteri ve maya türlerinin tanımlanma süresi 6-8 saate 
kadar düşürülmüştür. Mycoplasma pneumoniae, Nocardia spp., Legionella 
pneumophila ve Rickettsia typhi gibi standart kan kültürü yöntemleriyle 
üretilmesi zor olan mikroorganizmalar bu yöntemle tanımlanabilir (10). 
Ayrıca, antimikrobiyal tedavi altında alınan kan kültürü numunelerinde 
patojen mikroorganizmayı tanımlama oranları geleneksel yöntemlere 
göre oldukça yüksek (9083'e karşın 9642) olmakla birlikte FDA onayı bu- 
lunmamaktadır (10,18). 


YENİ NESİL SEKANSLAMA YÖNTEMLERİ 


İlk olarak Fredric Sanger ve arkadaşlarının zincir sonlandırma yöntemi- 
ni geliştirmesiyle beraber deoksiribonükleik asit (DNA) dizileri kolay ve 
güvenilir bir şekilde elde edilmeye başlanmıştır (19). Takibinde ise birçok 
yeni sekanslama yöntemi geliştirilmiştir ve bu yöntemler kullanım alanı, 
kolaylığı, hızı gibi farklı özelliklerine göre üç sınıfa ayrılmıştır (20). Bi- 
rinci nesil sekanslama yöntemlerinde nükleotid dizisini belirlemek için 
radyo-etiketli veya floresan etiketli nükleotidler kullanılırken, yeni nesil 
sekanslama yöntemlerinde (2. ve 3. nesil) çok farklı teknikler kullanıl- 
mıştır. İkinci nesil sekanslama yöntemlerinde en başarılı sonuçlar köprü 
amyplifikasyonu tekniği ile illumina sekanslama yönteminde elde edilmiştir 
(21). Üçüncü nesil sekanslama teknolojilerinde ise DNA amplifikasyon 
adımları gerekmediği için; daha yüksek verimle, daha hızlı tanımlama 
ve daha uzun okuma uzunlukları elde edilmiştir. Tüm bu gelişmelerin 
sonucunda, yeni nesil sekanslama (“next-generation seguencing” - NGS) 
teknolojileri, milyonlarca DNA parçasının yüksek verimle büyük ölçüde 
paralel olarak dizilenmesine olanak sağlamıştır (22). 


Yeni nesil sekanslama teknolojileri ile kültürde üretilen mikroorganizma- 
lardan tüm genom analizinin yapılmasının yanı sıra kültür sonuçlarını 
beklemeden doğrudan klinik numune üzerinden olası patojenik mikroor- 
ganizmaların saptanmasına yönelik metagenomik sekanslama da yapıla- 
bilmektedir (23). Tüm genom sekanslama; salgın analizlerinde, genotipik 
direnç profilinin tanımlanmasında ve henüz tanımlanmamış yeni genlerin 
veya mekanizmaların saptanmasında kullanılabilmektedir (24). Üretilmesi 
yavaş ve duyarlılık testi yapılmasının zor olduğu mikroorganizmaların 
(mikobakteriler, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma, Ureaplasma) direnç 
profilini belirlemede ve Salmonella serotiplendirilmesinde başarılı bir şe- 
kilde uygulanabilmektedir (25,26). Fungal patojenlerin tanımlanmasında 
validasyonu yetersiz iken Candida auris'i başarılı bir şekilde tanımlaya- 
bilmektedir (27). Metagenomik sekanslama; hedefe yönelik ve “shotgun” 
metagenomik sekanslama olarak iki farklı yöntemle yapılabilmektedir. 
Hedefe yönelik metagenomik sekanslamada PCR amyplifikasyonu ya da 
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prob hibridizasyon yöntemi kullanılmaktadır. Bu yöntemlerle belirlenen 
bir patojen ya da patojen grubu seçilerek tanısal duyarlılık artırılırken, 
hedeflenen patojen sayısı kısıtlanır. “Shotgun” metagenomik sekanslama- 
da ise potansiyel patojeni belirlemek için bir klinik numuneden çıkarılan 
tüm DNA veya RNAlar biyoinformatik boru hattı içerisinde sekanslanır 
(23). Patojen mikroorganizmalar dışında insan DNASI ve insan mikrobi- 
yomu da tespit edilir (28). “Shotgun” metagenomik sekanslamanın beyin 
omurilik sıvısında kullanımı için validasyon sağlanmıştır (29). 'Tam kan 
numunesi ve diğer vücut sıvılarındaki standardizasyonu ile ilgili çalış- 
malar devam etmektedir (23). Bununla beraber, yapılan meta-analiz ve 
derlemelerde yeni nesil sekanslama yöntemlerinin mikroorganizmaları 
tespit etmede altın standart referans yöntemden daha üstün olduğu, bu 
nedenle de bu yöntemlerin tanısal performanslarını doğru bir şekilde 
değerlendirmenin zor olduğu bildirilmiştir (30). 


“Oxford Nanopore”" Sekanslama Teknolojisi (Oxford 
Nanopore Inc., Oxford, İngiltere) 
DNA, RNA, miRNA ve proteinleri tanımlayabilen 3. nesil bir sekanslama 
cihazıdır. Bu yöntemin MinlON platformu; küçük boyutlu, taşınabilir, 
hızlı ve düşük maliyetlidir. Tüm bu özellikler MinlON platformunu diğer 
NGS teknolojilerinden ayıran önemli farklılıklardır. Mikroorganizmalar, 
16S hızlı amplikon sekanslama kiti kullanılarak dört saatte tanımlanabilir 
(4,31). Ayrıca, 40 dk içerisinde virusları 960100 duyarlılık ve özgüllükle ta- 
nımlayabilen kitler geliştirilmiştir (32). Bakteriyel patojenleri tanımlama- 
da idrar ve dışkı örneklerinde validasyon sağlanmışken, tam kan tahlili 
örneklerinde henüz validasyon tamamlanmamıştır (33). 


Explify"" (ARUP Laboratories & IDbyDNA, Inc., ABD) 
İllumina sekanslama yönteminin kullanıldığı bu ticari testte bronkoalve- 
olar lavaj sıvısında 900'den fazla bakteriyel, viral ve fungal patojen semi- 
kantitatif veri ile tanımlanmaktadır. Henüz tam kan numunesinde direkt 
olarak patojen tanımlanamasa da idrarda 190'dan fazla üriner patojen ve 
2000'den fazla antimikrobiyal direnç belirtecini saptayan yöntemler de 
geliştirilmiştir (23). 


iDTECT* Dx Blood (PathoOuest, Fransa) 

Mikrobiyal hücresiz DNA (“microbial cell-free DNA” - mcfDNA)'nın il- 
lumina cihazı ile “shotgun” metagenomik sekanslama yöntemine dayanır; 
1200'den fazla patojeni, 5 ml tam kandan 48 saat içerisinde tanımlayabil- 
mektedir. Ancak, bu yöntem ile fungal patojenler tanımlanamamaktadır 
(34). İmmünsüprese hastalarda yapılan konvansiyonel metotlarla kar- 
şılaştırıldığı bir çalışmada, klinik ile ilişkili olabilecek virusları yüksek 
oranda saptayabildiği (9636 vs. 9011) ve negatif prediktif değerinin 9698 
olduğu bildirilmiştir (35). 


Karius Plazma Testi (Karius Inc., ABD) 

Non-invazif likit biyopsi olarak da tanımlanan bu test, mcfDNAhnın il- 
lumina cihazı ile “shotgun” metagenomik sekanslanması ve yapay zekâ 
algoritmaları ile tanımlanması prensibine dayanır; 1250'den fazla patoje- 
ni, 5 mltam kan örneğinden 24-48 saat içerisinde tanımlayabilmektedir. 
Bu yöntem ile fungal patojenler tanımlanabilirken, RNA virusları tespit 
edilememektedir (36). Karius plazma testinin konvansiyonel metotlarla 
karşılaştırıldığı çalışmalarda duyarlılığının 9070 ila 9693 arasında, özgül- 
lüğünün 9063 ile 9088 arasında olduğu bildirilmiştir (37). Bununla beraber, 
sepsis şüphesi olan hastalarda ise kan kültürü sonuçları ile korelasyonu 
9097'dir (36). Karius plazma testinde, antibiyotik tedavisi alan kişilerde 
patojen mikroorganizmaları tanımlama oranı kan kültürü yöntemine 
göre oldukça yüksektir (9620'ye karşın 9648) (38). Antimikrobiyal direnç 
tespitine yönelik çalışmalar ise devam etmektedir. Bu yöntemin en önemli 


dezavantajı ise yüksek cihaz (>600 000 ABD doları) ve test (2000 ABD 
doları) maliyetidir (37). 


PCR TEMELLİ HIZLI TESTLER 


Iridica / Plex ID (Abbott Molecular, ABD) 


Bu platformlar, multipleks ve “broad range” PCR yöntemi ile çoğaltılan 
patojen genomlarının elektrosprey iyonizasyon kütle spektrometresi 
(“electrosprey ionization mass spectrometry” - ESI-MS) yöntemi ile ta- 
nımlanması prensibine dayanır. PlexID platformu ile yapılan çalışmalarda 
tanısal duyarlılığın düşük olması üzerine Iridica platformu geliştirilmiştir. 
Bu yöntemle, 780 bakteri ve Candida türü 5 ml tam kan numunesinden 
tanımlanabilir (39). Altı numunelik bir kitin sonuç verme süresi altı saat- 
tir. Ayrıca, mecA, vanA, vanB ve blaKPC olmak üzere toplam dört direnç 
geni de bu yöntemle tespit edilebilmektedir (4). Klinik çalışmalarda testin 
duyarlılığı 9644 ila 9082, özgüllüğü 9069 ila 9694 arasında bulunmuşken 
kontaminantların hariç tutulduğu klinik çalışmalarda ise testin duyarlılığı 
9088-91, özgüllüğü 9687-99 olarak bildirilmiştir (39-41). Bununla beraber, 
polimikrobiyal infeksiyonları tanımlamada yetersiz bulunmuştur ve 5 
mil kan ihtiyacı olduğu için pediatrik hastalarda bu yöntem rutin olarak 
kullanılamamaktadır. “Conformit€ Europene” (CE) sertifikası olan ve 
Avrupada kullanılabilen bu testin henüz FDA onayı yoktur (4,42). 


SeptiFast (Roche Diagnostics, İsviçre) 

Bu testte, multipleks gerçek zamanlı PCR sonrasında DNA dizilerine ait 
erime dereceleri ve erime eğrilerinin analizini yapan “yüksek çözünür- 
lüklü erime analizi” yönteminin kombinasyonu kullanılmaktadır (43). 
Bu yöntem ile 1.5 ml'lik bir tam kan numunesinden 16'dan fazla bakteri, 
beş Candida türü ve Aspergillus fumigatus tanımlanabilmektedir. Sekiz 
örnek aynı anda çalışılabilir ve altı saat içerisinde sonuç elde edilir (4). 
Bununla beraber, otomatikleştirilmiş DNA ekstraksiyonuyla bu süre dört 
saate kadar düşürülebilmektedir (44). Antibiyotik direnç geni olarak ise 
sadece mecA'yı (100 dk) saptayabilmektedir. SepsiFast testinin tanısal 
doğruluğuyla ilgili birçok klinik çalışma yapılmıştır. Dark ve arkadaşla- 
rının (45) SepsiFast testinin tanısal doğruluğuna yönelik 41 faz 111 çalış- 
masının sonuçlarını değerlendirdikleri meta-analizde, testin duyarlılığı 
9068, özgüllüğü 9086 olarak bulunmuştur. Chang ve arkadaşlarının (46) 
34 çalışmadan 6012 sepsis şüpheli hastayı değerlendirdikleri derlemede 
ise SepsiFast testinin duyarlılığının 9075, özgüllüğünün 9692 olduğu bil- 
dirilmiştir. Yine bu derlemede, söz konusu testin bakteriyel infeksiyonları 
fungal infeksiyonlara göre daha doğru tanımladığı ve de polimikrobiyal 
infeksiyonlarda kan kültürlerine göre daha yüksek tanısal performansa 
sahip olduğu belirtilmiştir (46). SepsiFast testi 1.55 ml kan ile patojen 
mikroorganizmayı tanımlayabildiği için pediatrik hastalarda kullanıla- 
bilmektedir. Ancak, yenidoğan sepsisi ile ilişkili olan bazı patojenler bu 
test ile tespit edilemediği için yenidoğanlarda kullanımı uygun değildir; 
FDA onayı henüz olmayan bu testin CE sertifikası bulunmaktadır (4). 


SepsiTest (Molzyme Gmbh&cCo., Almanya) 

Bu yöntemde tanısal duyarlılığı artırabilmek için seçici lizis ve insan DNA 
degradasyonunu sağlayan detaylı bir örnek hazırlama işlemi uygulanır. 
Sonrasında ise multipleks ve “broad range” PCR'ı takiben birinci nesil 
Sanger sekanslama yöntemi ile hedefe yönelik metagenomik sekanslama 
gerçekleştirilir (47). Sepsi'Test ile 303 bakteri ve 40 fungal patojen, 1 ml'lik 
tam kan örneğinden tanımlanabilmektedir. On iki test aynı anda çalışılabilir 
ve dört saat içerisinde patojen mikroorganizmanın varlığı tespit edilebilir. 
Ancak, tür düzeyinde tanımlama için ise yaklaşık 4-6 saatlik ek süreye daha 
ihtiyaç vardır. Antimikrobiyal direnç tespiti ise bu test ile yapılamamakta- 
dır. Toplam patojen tanımlama süresi 8-10 saat arasında olmakla birlikte 
gelecekte yeni nesil sekanslama yöntemleriyle bu sürenin azaltılabileceği ve 
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direnç genlerinin de saptanabileceği düşünülmektedir (4). Klinik çalışma- 
larda testin duyarlılığı 9011-87, özgüllüğü 9085-96 arasında bulunmuşken, 
kontaminantların hariç tutulduğu klinik çalışmalarda duyarlılık 9038-79, 
özgüllük 9687-95 arasında bildirilmiştir (48-50). Pediatrik hastalarda 1 
mil kan ile patojen mikroorganizmayı tanımlayabildiği için kullanılabil- 
mektedir. Bununla beraber, SepsiTest'te birden fazla büyük tanısal cihaz 
kullanıldığı için başlangıç maliyeti fazladır. Ayrıca, birden fazla örnek 
transfer adımını içerdiği için de kontaminasyon riski diğer hızlı testlere 
göre daha yüksektir; FDA onayı bulunmamakla beraber CE onayı vardır (4). 


“Universal Digital High-Resolution Melt” (U-dARM) 
Yöntemi 

Dijital PCR, geniş tabanlı amplifikasyon ve yüksek çözünürlüklü erime 
analizi (“universal digital high-resolution melt” - U-AHRM) yöntemi- 
nin mikroakışkan çip üzerinde birleştirildiği ve bir numune içerisindeki 
bakterilerin türü ve miktarının prob kullanmadan belirlenebildiği bir 
testtir; I ml'den az tam kan numunesinde özellikle yenidoğan sepsisi ile 
ilişkili olan 37 bakteriyel patojeni tanımlamaya olarak yönelik geliştiril- 
miştir. Her testte sadece bir numune çalışılabilir ve dört saat içerisinde 
sonuç elde edilir. Kantitatif bir yöntem kullanıldığı için tek bir örnekten 
sepsise neden olan tüm mikroorganizmaların saptanabilmesine imkân 
sağlar (51). Tek organizma ve tek genom duyarlılığı ile 37 bakteriyel pa- 
tojeni tanımlamadaki doğruluğu 9699.9 olarak bildirilmiştir. Bununla 
beraber, bu testin duyarlılık ve özgüllüğünü belirlemeye yönelik daha 
fazla çalışma gerektiği için henüz ticari olarak kullanılmamaktadır (52). 
U-dHRM teknolojisi, kolay ve hızlı tanımlama yapabilmesi, direnç geni 
saptanabilmesine olanak sağlaması ve yapay zekâ ile geniş bilgi ban- 
kasına sahip olması nedeniyle taşınabilir bir hasta başı testi (“point- 
of-care testing” - POCT) olarak umut vaat edici görülmektedir (4). 


“Integrated Comprehensive Droplet Digital 
Detection” (IC 3D) (Velox Biosystems, ABD) 
Dijital PCR ile yüksek verimli 3D partikül sayma sisteminin mikroakışkan 
çip üzerinde birleştirildiği bir yöntemdir. Örnek hazırlama ve saflaştırma 
olmaksızın hedef bakterilerin tam kandan doğrudan saptanmasını mümkün 
kılar. Tek adımlı, kültür ve amplifikasyon gerektirmeyen IC 3D yöntemi, 
1-3 saat içerisinde tek hücre hassasiyetiyle kantitatif veri sunar. Bu yönte- 
min en önemli dezavantajı, analiz başına sadece seçilmiş olan bir bakteri 
türünün (örn. E. coli) araştırılmasıdır (53,54). Bununla beraber, çoklu 
dalga boyu algılama sistemi kullanılarak birden fazla patojenin araştı- 
rılabileceği fakat bu sayının az sayıdaki floresan kanal nedeniyle, sınırlı 
olabileceği bildirilmiştir (4). Yine bu yöntemle antimikrobiyal direnç 
genlerinin araştırıldığı bir çalışmada ise oldukça düşük saptama limiti 
ile bir saat içerisinde 90100 duyarlı ve özgül sonuçlar elde edilmiştir (55). 


MANYETİK REZONANS 
T2Dx* (T2Biosystems, Inc., ABD) 


Manyetik alan içerisindeki su moleküllerinin davranışını saptayan min- 
yatür bir manyetik rezonans (MR) teknolojisidir. T2Dx9 testinde, PCR 
amplifikasyonu sonrasında replike olan DNA, MR sinyalinde büyük de- 
gişikliklere neden olan nanopartiküller ile hibridize edilerek tespit edilir. 
FDA izini olan bu yöntemde sadece önceden belirlenmiş olan mikroor- 
ganizmaların varlığı araştırılabilir. Sonuçlar 4 ml tam kan örneği ile 3-5 
saat içerisinde elde edilir (56,57). Bu yöntemin T2Bacteria*, T2Candida* 
ve T2 Direnç paneli olmak üzere üç farklı ticari kiti mevcuttur. T2Bac- 
teria9 panelinde; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli türleri tanımlanmakta- 
dır. Klinik çalışmalarda bu panelin duyarlılığı 9690, özgüllüğü 9698 olarak 
tespit edilmiştir (57). T2Candida9 panelinde ise; Candida albicans, Can- 
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dida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata ve Candida parapsilosis 
türleri tanımlanmaktadır. Bu panelin duyarlılığı 9091 ve özgüllüğü 9699 
olarak bildirilmiştir (58). 


SEPSİS/SIRS AYRIMININ TESPİTİ İÇİN 
GELİŞTİRİLEN YÖNTEMLER 


“OMIC” Teknolojileri 


“Omic” yaklaşımı, birden fazla farklı teknolojinin bir araya getirilerek 
moleküller arasındaki ilişkileri, moleküllerin rollerini ve bir organiz- 
mayı yapan tüm hücrelerin etkilerini araştırmayı amaçlar (59). Yapılan 
genomik çalışmalarda, konağın genetik profilinin kişinin infeksiyonlara 
duyarlılığı, tedaviye yanıtı ve klinik sonuçlarıyla ilişkili olduğu gösteril- 
miştir (60,61). Ancak, genomik araştırmalar tarafından sağlanan statik 
bilgi, sepsisin heterojenliği ve dinamik seyrine ayak uyduramadığı için, 
tanısal iş akışına dahil edilememektedir. Bu nedenle de sepsis tanısında 
DNA genotipini araştırmaya yönelik yaklaşımlar yerine fenotipe yönelik 
araştırmalar (proteomik ve transkriptomik) öne çıkmıştır (62). Proteo- 
mik (proteinlerin tespiti) ve transkriptomik (mRNA belirteçleri) yak- 
laşımlardaki gelişmeler, patojen mikroorganizmaların tanımlanmasına 
yönelik katkı sağlamasa da sepsis ile SIRS ayrımının oldukça az numune 
ile hızlı ve güvenilir bir şekilde yapılabilmesine olanak sağlamıştır (63). 


MeMed BV“ (MeMed Diagnostics, Ltd., İsrail) 

C-reaktif protein, interferon gamma kaynaklı protein-10 (IP-10) ve tümör 
nekroz faktörü ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand (“tumour necro- 
sis factor-related apoptosis-inducing ligand” -TRAJL) proteinlerinin 
immünoassay metoduyla tanımlanması ve yapay zekâ algoritmalarıyla 
yorumlanması prensibine dayanır. Bu test ile 0.1 ml kan ile 15 dakika 
içerisinde sonuç alınabilmekte olup FDA tarafından kullanımına izin ve- 
rilmiştir. Klinik çalışmalarda, bakteriyel -viral infeksiyonların ayrımında 
duyarlılığı 9687-93, özgüllüğü 9693-94, negatif prediktif değeri ise 9098.3 
olarak bildirilmiştir (64,65) 


SeptiCyte Lab/Rapid (Immunexpress Inc., ABD) 

Doğal immün yanıtta yer alan dört RNA biyobelirtecinin (LAMPI, 
PLAC8, PLA2G7, CEACAMA) ters transkripsiyon kantitatif PCR (RT- 
gPCR) yöntemi ile tespit edilmesi prensibine dayanır. Bu yöntem, spesi- 
fik olarak insan inflamatuar belirteçlerini hedefleyen ilk transkriptomik 
yöntemdir (66). SeptiCyte Lab testi 2.5 ml tam kan numunesi ile 4-6 saat 
içerisinde sonuç verebilirken, bu platformun optimizasyonu ile geliştirilen 
bir POCT olan SeptiCyte Rapid ile 0.25 ml tam kan numunesinden bir 
saat içerisinde sonuç elde edilmektedir (67). Heterojen grupların değer- 
lendirildiği farklı klinik çalışmalarda SeptiCyte platformunun sepsis ile 
SIRS ayrımında oldukça iyi bir performans gösterdiği bildirilmiş ve bu 
nedenle FDA tarafından da kullanımına izin verilmiştir (68). Gelecekte, 
mikroorganizmaların tanımlanmasına yönelik geliştirilen yeni hızlı tanı- 
sal testlerle beraber kullanıldığında akılcı antibiyotik kullanımı üzerine 
önemli katkılarının olacağı düşünülmektedir (69). 


InSep'" (IMX-BVN-2) (Inflammatix Inc., ABD) 

Host Dx'M testinin (“inflammatix”-bakteriyel, viral, noninfeksiyoz-1 - 
IMX-BVN-1) yapay zekâ algoritmaları ile geliştirilmiş formudur. Sepsis 
ile ilişkili 11 mRNA (sepsis MetaScore), bakteriyel/viral infeksiyon ay- 
rımıyla ilişkili yedi MRNA (bakteriyel/viral MetaScore) ve 30 günlük 
mortalite prediktörüyle ilişkili 11 MRNA belirtecinin (Stanford mortalite 
skoru) kantitatif ters transkripsiyon döngü aracılı izotermal amplifikas- 
yon (gRT-LAMP) yöntemi ile değerlendirildiği bir testtir (70). Bu testte 
2.5 ml tam kan numunesi ile sepsis varlığı, hastalık şiddeti ve muhtemel 
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etiyoloji hakkındaki bilgi 30 dk'dan kısa bir süre içerisinde elde edilmek- 
tedir. Farklı popülasyonların dahil edildiği klinik çalışmalarda tanısal 
doğruluğunun (AUROC-—0.85-0.95) oldukça yüksek olduğu ve bakte- 
riyel/viral infeksiyon ayrımında da yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip 
olduğu bildirilmiştir (71,72). 


Şu an ticari olarak piyasada kullanılan Triverity'M(IMX-BVN-3) ise In- 
Sep'M ((MX-BVN-2) testinin yapay zekâ ile daha da geliştirilmiş versi- 
yonudur. Klinik çalışmalarda Triverity'M testinin bakteriyel infeksiyon- 
ları ayırt etmede prokalsitonine eş değer, 30 günlük mortalite riskini 
öngörmede ise prokalsitoninden belirgin üstün olduğu bildirilmiştir. 
Ayrıca seri takiplerde IMX-BVN-3 skorunda azalmanın klinik iyileşme 
ile ilişkili/olduğu gösterilmiştir (73). Farklı bir klinik çalışmada ise bu 
testin COVID-19 tanısındaki duyarlılığının 9093.8 olduğu ve COVID-19 
tanılı hastalarda bakteriyel koinfeksiyonu tanımlamadaki duyarlılığının 
90100, özgüllüğünün 9699.4 olduğu bildirilmiştir (74). Yine bu teknoloji 
ile geliştirilen parmak ucu kan örneğinden bakteriyel-viral-non infeksi- 
yöz süreçleri ayırabilen BacVerity'M isimli ticari testte bir POCT olarak 
kullanılmaktadır (73). 


Sonuç olarak; bir infeksiyon acili olan sepsisin erken ve doğru tanım- 
lanmasına yönelik çalışmalar tüm hızıyla devam etmektedir. Moleküler 
teknolojilerdeki ilerlemelerle beraber yarım saat içerisinde sepsis ile SIRS 
ayrımını 9695'in üzerinde duyarlılıkla tespit edebilen ve 4-6 saat içeri- 
sinde patojen mikroorganizmaları saptayabilen umut verici yöntemler 
geliştirilmiştir. Gelecekte, bu testlerin tanısal duyarlılıklarının daha da 
artırılması ve maliyetlerinin düşürülebilmesi halinde sepsis, kolay ta- 
nımlanabilen ancak artan antimikrobiyal direnç nedeniyle tedavisi zor 
bir durum olarak karşımıza çıkabilir. 
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